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在分化条件下甜菊愈伤组织分生区细胞超微结构研究
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摘要 对甜菊 (St 即ai r be 以心 ina a) 愈伤组织中尚未发生器官分化的分生细胞团进行了超微结构研究 . 结
果表明 , 在器官分化条件下 , 愈伤组织中形成的分生区域的细胞体积小 , 细胞核大 , 核仁明显 , 且具核
仁泡 , 部分细胞核中含有核内含物 . 大量小液泡分布在细胞的边周或散布于整个细胞中 . 液泡中通常含
有陷人的细胞质成分和膜状物 . 部分液泡的形成与内质网膨大有密切关系 . 同时也观察到由内质网形成
的多圈膜和双层膜包围细胞质成分的同心环结构 . 高尔基体及其小泡丰富 , 有时聚集分布在细胞某一区
域 . 核糖体密集 , 有的聚集成多聚核糖体 . 因此 , 愈伤组织中分生区的细胞与分生组织中的液泡化和分
裂的细胞类似 . 分生区细胞的另一明显特征是出现质膜内陷 . 推测这些超微结构特征可能反映了甜菊愈
伤组织器官分化前的某些形态变化 .
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U t r a s t r一l e t u r e
在植物组织培养中 , 器官发生或体胚形成的细胞学过程通常是在形 成器官原基或体胚 以前 ,
先形成一活跃分裂的细胞团 . 这种分生细胞团是对形态发生刺激作出反应的结构 1 , 取决于刺激
的性质和方向 , 使之形成器官或体胚 . 但并不是所有的分生细胞团都能形成器官原基或体胚 . 它
们有的继续保持分裂状态 , 反复增殖 , 形成新的愈伤组织 ; 有 的分化为成熟组织如维管组织 .
那么 , 在何种条件下 , 哪种类型的分生细胞团能发育成器官原基 ? 是什 么因素在调 节和操纵着
从未分化 的组织团块中发生有组织的结构并再分化出植株 ? 其内在机理如何 ? 为了阐明这些问题 ,
人们已从不同方面进行了大量研究 . 已经知道 , 对一些植物来说 , 调节培养基中生长素和细胞分
裂素的比例 , 可有效地控制这一过程 . 对器官发生过程 中所发生的细胞学变化和生理生化变化
已有许多报道和评述 !, 一习。 但对与器官原基形成有密切关系的分生细胞 团超 微结 构 的研究则很
少卜 ` l。 分生细胞团是器官发生 的基础侧 . 用广泛 的材料研究分生细胞 团的超微结构变化的规
律 , 对于 阐明愈伤组织如何从分生状态转换为分化状态是有意义的 . 本文初步报道甜菊愈伤组织
在丛芽分化条件下 , 其中的分生细胞团细胞的超微结构特征 , 为深人研究其形态发生的规律和机
理提供资料 。
1 材料和方法
甜菊 (St ev i。 ; be 。 : “ 介。 , : 。 )愈伤组织的诱导与培养同前文 ot] . 经多次继代培 养后 , 将愈伤组织
接种于附加 Zm g L- ’ 6 一 B A 的 M s 培养基上 . 培养 8 一 1 d0 后取材 , 用锋利的刀片将愈伤组织块
外部形态有变化的部位切成厚约 l m m 的薄片 (置于含少量 2 . 5% 戊二醛固定 液的培 养皿中进
行 ) 。 在双 目体视显微镜下切取其中的小细胞 团作为电镜样品 。 以戊二醛 一 饿酸双重固定 , 经系列
酒精脱水后 , 环氧丙烷过渡 , E p o n 8 12 渗透 、 包埋 . 包埋块先于 L K B 1 1 80 0 型锥形切削机修
块 、 切片 , 经光镜检查选择需要的部位后 , 在 L K B 2 0 8 8V 型超薄切片机上切片 . 醋酸铀 一柠檬
酸铅双染 . 观察照相用 J EM 一 1OOC X H 型透射电镜 .
2 观察结果
甜菊愈伤组织在分化培养基上培养 8 一 10d 后 , 在其表层和内部出现一些分生细胞 团 . 这些
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分生细胞团细胞与愈伤组织 中的其它细胞相比 , 休积较小 , 细胞核大 , 细胞质浓厚 , 没有 中央液
泡 , 只有许多中小液泡 (图版 L l ) . 通过对大量分生细胞团的观察 , 其超微结构特征 , 大致表现
如下 :
.2 1 细胞核
核大 , 多呈不规则的裂瓣状 , 有的核在多处深度内陷 . 核膜上具明显的核孔 . 核内以常染色
质为主 , 其 中有类核糖体颗粒 . 核仁大 , 通常靠细胞核的边缘 , 由纤维组分和颗粒组分构成 , 似
以颗粒组分居多 。 现已证明 , 核仁中的颗粒就是核糖体大亚基 的前体 . 在核膜附近常堆积着大
量 的这种颗粒 。 此外 , 核仁内尚含有一些大小不等 的 、 电子密度与核质相近的区域 , 即核仁泡 .
核仁泡内含有松散分布的类核糖体颗粒和纤丝 (图版 L I 一 4) . 核仁 泡以所谓 “核仁喷吐 ” 四 的方
式释 出其内含物 (图版 L Z , 箭头 ) . 孙辉等 0Il] 认为核仁喷吐可能是因核仁泡的扩张 、 缩小所致 。
此外 , 在部分细胞的核内观察到一种与染色质和核仁不同的结构 , 其电子密度较低 , 位于核仁附
近或核质 中 . 仔细观察可见该结 构是 由一些重叠的片层状物质构成 , 无被膜 (图版 L 3 , 4 , 箭
头 ) . B ig a z z i l, ’ 1将细胞核内的这种结构统称为核内含物 (in t r a n u e le a r in e lu s io n ) 。 已发现核 内含
物存在于多种植物细胞中1 ’】, 但在离体培养的植物细胞 中发现核内含物的报道很少【, 2! . 郑晓峰等日2 }
在西洋参胚性细胞和胚状体细胞中看到了核内含物 , 并推测它们可能与胚性细胞的旺盛合成和代
谢有关 。 尽管核内含物有不同的存在形式 , 但都由蛋 白质组成 l , ’ l, 故梦普遍的看法是它们可能与
蛋 白质的积黑和分泌有关叫 .
.2 2 细胞质
内质网与液泡 内质网不甚发达 , 正常的内质网呈伸展状态 , 其上有核糖休附着 , 单个存
在 (图版 :1 ;6 图版 1 : 3, 5 , 6) . 观察到两种特殊形态的内质网 , 一种是光滑内质网形成同心内质
网环或反复缠绕重叠 , 形成多圈内质网的复合膜状结构 , 被包围在 内的细胞质成分均呈解体状
(图版 n : 4) 。 这种复合膜状结构进一步发展 , 其中包含的细胞质成分被消化 , 同时内膜也逐渐解
体产生一些小囊泡 (图版 :1 2) . 这种双层膜和复合膜结构均具溶酶体功能1 3] . 另一种特殊形态的
内质网是在多处发生局部膨大成念珠状 , 膨大产生的囊泡外表面大多没有核糖休附着 (图版 :I
6)
。 有的内质网膜间隙充分膨大形成 自噬泡 (图版 :1 5) . 小液泡的 自噬活动也是很 活跃的 , 在
许多液泡中均见到细胞质成分被消化后的残休 (图版 :1 ;1 图版 :1 1, 3 ) .
高尔基休 高尔基体非常丰富 , 分散在细胞质中或数个高尔基体聚集在某一区域 (图版 L
6)
。 这些高尔基体发育 良好 , 呈活跃的分泌状态 , 分泌泡中具不定形内含物 。
线粒体和质休 线粒休丰富 , 卵圆形或长棒状 , 有明显的内峪 , 散布在细胞质中 , 以细胞
核和内质 网附近略多一些 (图版 :1 ;1 图版 :1 6) . 质休数量较少 , 呈卵圆形或圆球形 , 具 电子致
密的基质 , 有的可见少量残存的内膜结构 , 通常没有淀粉粒积累 (图版 L l , 2) .
核糖体 核糖休大多游离于细胞质中 , 其中有些核糖体聚集成簇 , 为游离的多核糖体 (图
版 1 : 2 , 6) . 众所周知 , 游离的核糖体主要是合成细胞的结构蛋白、 基质蛋白及细胞本身所需的
酶蛋 白 . 细胞内游离核搪体比例大 , 说明分生细胞在积极地合成上述蛋白分子 , 以供细胞本身代
谢和生长繁殖所需 .
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2. 3质膜与细胞壁
质膜凹凸不平 , 呈波浪状 , 在某些部位向内凹陷成袋状 , 其中有小泡状 、 纤丝状或不定形 内
含物 (图版 L ;S 图版 H : 1 , 6) . 细胞壁薄 , 具少量胞间连丝 (图版 L l , 2) .
3 讨论
植物愈伤组织的器官发生大致都经历一系列基本相似的过程 . 即在愈伤组织表层和内部出现
局部活跃的细胞分裂 区域 , 形成分生细胞 团 (也称拟分生组织 , 分生中心或分生组织结节等 ) , 由
于其细胞单向极性地旺盛分裂而发育成器官原基 21[ . 因此 , 分生细胞团是器官发生的细胞组织学
基础 , 也即愈伤组织由分生状态向器官分化状态转变的关键过程 . 在这一过程 中, 细胞必然经历
一个内部调整过程 , 发生一系列结构与功能的变化 , 以适应器官再生的需要 .
.3 1 细胞核的变化
分生细胞的细胞核有以下明显特征 : ( )l 多呈不规则的裂瓣状 , 这样的细胞核与细胞 质保持
有较大的接触界面 , 有利于核质间物质交换和能量交换 ;’ (2) 具明显的核膜孔 , 且附近有线粒体 、
粗面内质网分布 ; (3) 细胞核内部的超微结构特征表明其处于活跃的功能状态 , 如核中以常染色
质为主 , 核仁边移 , 且有核仁泡出现 , 有的核仁泡边移与核质相通 , 这样有利于核仁内物质向细
胞质转运 . D el ot u r 等网 认为核仁泡是在核仁内核糖核蛋白输出迅速增加时形成 , 其功能是增加
核仁 一 核质交换表面 . 人们早已注意到核仁结构和大小的变化取决于细胞对核糖体的需求 , 也
就反映着细胞蛋白质合成伐谢的变化 · 从本实验观察结果可见 , 核仁以颗粒组分为主 · 颗粒区是
rR N A 和蛋 白质形成的核糖休前休构成的 , 颗粒 区的 比例越大 , Rr N A 合成活性越 高 Ifl . 由此
可见 , 在甜菊愈伤组织分生细胞团中 , 有旺盛的 Rr N A 合成并迅速 向细胞质运输 , 从而 为继后
的器官形成和发育奠定物质基础 .
.3 2 自体吞噬活动与器官启动的关系
细胞分化和组织器官的形成 、 改建 , 往往是通过组织细胞的破坏和新生来实现的 . 尽 管这些
过程的机制 尚不清楚 , 但 自体吞噬对于细胞器的更新和组织分化具有重要作用是肯定的 。 在过去
关于组织培养器官发生的超微结构研究中 , 一些学者也曾注意到液泡内含物如电子致密物 、 丝状
物增多6[,8 ]. 虽然没有与 自噬联系起来 , 但实际上可能与液泡的 自噬活动增强有关 . 最近王亚馥等qIl
发现在小麦胚性愈伤组织细胞 中存在 自噬泡 . 根据目前的资料所知 , 自体吞噬在离休形态建成 中
的作用有 : ( 1) 自噬可引起细胞质改组而使细胞获得胚性发生的能力 . 在花药培养中胞质改组有
消除花粉 中原有配子体影响而建立抱子体发育程序的作用 [l飞 ( 2) 自噬过程消化一些 已失去功能
的细胞器和大分子物质 , 而消化产物可重新利用 , 为新生结构提供物质和能量 , 故可看成是细胞
自身的一种生理调整 . 因此 自体吞噬与器官原基启动有关 。
.3 3 质膜的变化与细胞间的物质交换
在愈伤组织细胞中 , 分生细胞 团是最活跃的新生组织 . 作为组织分化和形态建成部位 , 细胞
的各类大分子物质分解和合成活跃 , 需要大量的代谢底物和能源供应 . 显然 , 在愈伤组织 中 , 分
生细胞团在营养摄取上占着绝对优势 . 但在本实验中 , 未观察到这些细胞出现大量贮藏物质的积
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累 , 说明运人器官形成部位的营养成分被大量利用 , 作为蛋白质 、 核酸等合成的碳架或作为能源
被消耗 。 细胞表现活跃的 自噬活动 , 显示这些细胞具有很强的溶酶体活性 , 这可能正反映了外源
物质在其中的消化 、 改组 . 然而 , 营养物质特别是大分子物质 (如附近愈伤组织细胞的解体产物 )
以何种方式和途径进人分生细胞团 , 这在离体器官发生研究方面还是一个不甚明确的问题 。 分生
细胞 间的胞间连丝往往不多 闭。 显然 , 仅依赖共质休运输不能满足细胞活跃代谢 的物质和能量的
需要 。 在一些胚性细胞中常存在质膜内陷 , 且其中有内含物。印 8 }. 我们在甜菊愈伤组织分生细胞
中也观察到这种具内含物的质膜内陷的频繁出现 。 现认为这种结构在大分子物质运输中特别是
在细胞摄取大分子物质方面起重要作用 1 9201 . 因此 , 在甜菊愈伤组织分生细胞 中 , 质膜内陷和 自
噬结构的形成 , 正体现了结构变化与物质运输和利用功能加强相适应 , 为各种物质的加速转运和
利用提供了结构基础 , 从而保证分生细胞团细胞的正常增殖 、 发育和适时分化 .
综上所述 , 在器官原基分化前 , 分生细胞团细胞 内各种结构和成分发生了一系列变化 , 以适
应新的发育状态的来临 . 主要表现在 : ( )l 细胞核内进行各种 R N A 的合成并迅速转移到胞质中 ,
为蛋 白质合成提供物质基础 ; ( 2) 线粒体含量丰富 , 内峪发达 , 保证了细胞分裂和继后的器官原
基分化发育过程必要的能量供应 ; ( 3) 丰富的游离核糖体和高尔基体 , 为各种蛋白质合成 、 加工
和运输提供了结构基础 ; ( 4) 活跃的 自噬活动 , 可以清除一些不需要 的信息物质和非功能组分 ,
以利于分生细胞团向器官分化状态转化 。 分生细胞团经历上述变化 , 完成了器官原基 的诱导启动
过程 , 开始进人器官原基形成期 .
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. 愈伤组织边缘分生细胞 , 细胞核位于细胞中央 . 核仁明显 . 细胞质浓厚 . 许多小液泡分布在边缘细胞质 . 其中含有膜
状和细胞质伸出物 , 细胞壁薄 , 具胞间连丝 ; x 5 1 10
裂瓣状细胞核的一部分 , 示核仁泡将其内含物释放到核质中 (箭头 ) ; x 16 2 20
许多枝掩体样顺位聚集在核被膜附近 , 注意核仁泡和核内含物 (箭头 ) ; x 2 3380
核内含物 (箭头 )与核仁紧靠在一起. 一个大的核仁泡含有许多核摘休样顺拉和纤丝 ; x 15 5 00
示细胞核的裂瓣部分和质膜内陷 , 内陷中含有小泡和其它细胞成分包括核掩体 ; x 30 0()
呈活跃分泌状态的高尔菇休 , 其分泌泡 与高尔荃漪泡相连或游离于细胞质中 . 粗面内质网以单个沸泡形式存在 ; x 4 3 50
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图版 11
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. 质膜呈波浪状 , 在某些地方显示明显的内陷 . 箭头示杯状液泡包围部分细胞质包括一个线拉体 ; x 190 0
2
. 多圈同心内质网漪泡中的一些内膜转化为一些小泡 ; x Z , 9 30
3
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4
. 滑面内质网反复折益形成多圈同心漪泡 , 并分隔一部分细胞质进行降解 , 邻近的双层膜小泡含细胞残渣或电子透明的
内含物 ; x 35 960
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5
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细胞成分 ; x 2 4 4 30
6
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